Bacillus circulans由来β-Galactosidaseのクローニング及び生化学的特性解析 by 宋, 晶园
氏 名
授 与 した 学 位
専攻分野の名称














教授 中西 一弘 教授 大森 秀 教授 酒井 裕
学位論文内容の要旨
Thisthesisconsistsof3chaptersinadditionto"GeneralIntroduction"and"ConcludingRemarks".
hChapter1,thepresenceofmultipletypeso叩 一galactosidasescontainedinanenzymepreparationpartialy
purifledfrom theculturebrothofBaciluscinculansATCC 31382,Biolacta㊥anddiferencesintheir
transgalactosylationactivitywereinvestigated.Fourβ-galactosidases,β-GaトAwiththelargestmolecularsize,
p-Gal-B,β-Gal-C,andβ-Gal-D werepurifiedandcomprehensivelycharacterized,andtheirbiochemical
characteristics,productionofgalactooligosaccharides(COS),andN-terminalpeptidesequenceweredetermined･
Furthermore,amethoddescribingthekineticbehavioroftheinitialreactionrate,takingintoaccounttheboth
hydrolysisandtransgalactosylationreactions,wasproposed.Thecausesfortheexistenceofmultiform of
β-galactosidaseswereinvestigatedbytruncatingp-Gal-Aeitherbytreatmentwithtrypsinorpartialypurified
endogenousprotease(S)andthetruncatedenzymeswerecharacterized,includingtransgalactosylationactivity.
InChapter2,aβ-galactosidasegene舟omB.ciflCulansATCC31382wasclonedonthebasisofthe
N-temi nalandinternalpeptidesequencesisolated丘omβ-Gal-A,andsequencedtorevealitsdomainarchitecture.
Usingtheclonedgene,recombinantβ一galactosidasedesignatedBgaD-A,inwhichthesignalpeptideofBgaDwas
deleted,anditsdeletionmutantswereoverexpressedasHis-taggedproteinsinE.coltBL21(DE3)andexpressed
enzymeswerecharacterizedtoclarifytheroleofthedomain,andthefindingscomparedwiththewild-type
enZymeS･
InChapter3,theroleoftheF5/8typeCdomain,knownasthediscoidin(Ds)domainwhichislocatedatthe
C-terminalreg10nOfBgaDinthecontrolofthetransgalactosylationactivitywasinvestigated,uslngdeletion
mutantsandpoinトmutatedfわrmsofBgaD-A,alofwhichwereexpressedinasolublefわrmasHis-tagged
proteinsinrecombinantE.coliBL21(DE3)cels.Theefectsofthedeletionorpoint-mutationoftheDSdomain
onthebiochemiCalcharacteristicsandsecondarystructurewerestudiedinrelationtothetransgalactosylation
activity.TheB･ciflCulancsDSdomainalonewasalsoclonedandoverexpressedinE.coltBL21(DE3)celsto
investlgatetheefectoftheDSdomainonthetransgalactosylationactivityoftheprotein.
輪文事査結果の要旨
本論文では,BaciluscirculansATCC31382が生産する､p-galactosidaseの多様性とそれらのガラクト
シル基転移活性 (ガラクトオリゴ糖生産能)の差異の原因を解明するために､生化学的特性解析および
遺伝子のクローニングを行った0本論文は序章と第1-3章および終章から構成されている｡
第1章では､B.ciflCulansATCC31382の培養上清から調製された粉末酵素標品を各種クロマトグラフ
ィーにより分離 ･精製し､4種類の酵素を単離したOβ-Gal-A､β-Gal-B､β-Gal-Cおよびp-Gal-Dと名付
けた酵素の分子量は､それぞれ､約 190kDa,150kDa､135kDa､90kDaであり､N末端アミノ酸配列
は同一であった｡4種類の酵素の生化学的諸特性は､ガラクトオリゴ糖生成量と動力学を除いて類似し
ていた｡5% (W/V)ラクトー スを基質とした場合､最も大きいβ-Gal-Aは3糖のみを最大約7%の収率で
生成したが､他の3種類の酵素は 20-30%の3糖と9-12%の4糖を生成した｡β-Gal-Aを培養上清中
のプロテアーゼで処理するとβ-Gal-Bに分解された｡また､トリプシン処理により転移活性の高い91kDa
(β-Gal-91)の酵素が得られた｡これらの結果から､B.CitlCulansが生産するβ-Gal-Aが､培養中に分泌
されるプロテアーゼにより切断された結果､転移能が顕著に増加したと推定された｡さらに､転移能の
高い酵素が示す非直線性の LineweaveトBurkプロットを定量的に説明可能なモデルを提唱した｡第2章
では､β-Gal-AのN末端およびβ-Gal-91の内部ペプチド配列に基づいて設計したプライマーを用いて､
新規なβ一galactosidase遺伝子bgaD (5,214bp)を単離した｡遺伝子産物BgaDは､1737アミノ酸残基 (計
算分子量は192.35kDa)からなり､signalpeptide,LacZやF5/8typeCdomain(DSdomain)など複数のdomain
から構成されていた｡4種類の野生型酵素に対応する遺伝子組換え酵素の生化学的特性は､それぞれ一
致したことから､B.ciflCulansATCC31382が生産する多様な酵素は同一の遺伝子によりコードされてい
ることが確認された｡第3章では､BgaD中に存在するDSdomainの機能を解析するために､複数の欠
失変異酵素および domain中の3つの保存アミノ酸残基が Alaに置換された点変異酵素を調製し,それ
らの生化学的特性､二次構造､反応特性などを調べた｡wl540A点変異酵素が最もガラクシル基転移活
性が高く､そのガラクトオリゴ糖収率は野生型の切断酵素と同レベルであった｡47-Galactosylactoseを
基質とした場合､野生型酵素は顕著な加水分解活性を示したが､点変異酵素の活性は極めて低かった｡
分子間相互作用解析の結果､DSdomainは､4'-galactosylactoseに対して特異的親和性を示したことから､
DSdomainの機能は､転移反応で生成するガラクトオリゴ糖を､効率的に捕擬し加水分解することであ
ると推定された0
本研究により､B.circulansATCC31382由来のβ-galactosidaseの多様性の原因とそのガラクトシル基転
移活性の差異の機構が明らかにされた｡本研究で得られた知見は､本酵素の応用を図る上で有益な情報
を与えるだけではなく､他起源のβ-galactosi血seの反応特性を理解する上でも極めて有益である｡よっ
て､本論文は博士 (工学)の学位を授与するに値する論文であると判定する｡
